SI トレーサブルかつ精確なDNA定量法の開発 by KATTO Sachie & 甲藤 祥枝
Development of SI-traceable and High Accurate
Method for  Quantitative Analysis of DNA
著者 KATTO Sachie
発行年 2017
その他のタイトル SI トレーサブルかつ精確なDNA定量法の開発
学位授与大学 筑波大学 (University of Tsukuba)
学位授与年度 2016
報告番号 12102甲第8170号
URL http://hdl.handle.net/2241/00147575
                                             
 
 
 
   氏名           甲藤 祥枝 
 
   学位の種類          博 士（ 生物工学 ） 
 
   学位記番号          博 甲 第  8170  号 
 
   学位授与年月日      平成 29年 3月 24日 
 
   学位授与の要件      学位規則第４条第１項該当 
 
   審査研究科      生命環境科学研究科 
 
   学位論文題目     Development of SI-traceable and High Accurate Method for  
                           Quantitative Analysis of DNA 
              （SI トレーサブルかつ精確なDNA定量法の開発） 
 
   主査             筑波大学教授   理学博士       中村 幸治 
 
   副査       筑波大学教授   博士（生物工学）   楊  英男 
 
  副査              筑波大学准教授  博士（理学）     内海 真生 
 
   副査       筑波大学准教授  博士（理学）     山田 小須弥 
 
 
               論   文   の   要   旨 
 
組み換え遺伝子作物や医薬品などの分野では、DNAを精確に、また、SIトレーサブルに測定することは、
重要となっている。現在、生命産業分野において使用されている DNA 定量法は、吸光度を用いた方法や蛍
光物質を用いた方法が主であるが、測定値のばらつきが大きく、また方法間での差異も大きいため、DNA
の精確な定量や定量値の比較が難しい。このような状況では、精確な DNA定量を必要とする場面、例えば、
核酸医薬品の品質管理や医療分野等においては、従来の測定法では対応できず、DNA 定量法や正しい濃度
値が評価された DNA 試料、例えば DNA 認証標準物質の開発、さらに、それらを用いた計量計測トレーサ
ビリティの確立が急務であった。 
本論文において著者は、生命産業領域、特に、核酸医薬品の品質管理や医療分野等で利用可能であり、DNA
認証標準物質への値付けが可能な高精度かつ正確 (精確) な DNA 定量法の確立を目的として 3 種類の
DNA定量法の開発を確立している。 
まず、DNA のモノマーとして、定量分析の重要性が増しているデオキシリボヌクレオチド(dNMPs)につ
いての高感度分析法の確立およびオリゴヌクレオチド定量への応用を行っている。新規のメタルフリーカラ
ムを使用することで分析が困難であった dNMPsを高感度かつ高精度に分析可能な分析法を確立し、検出限
界が従来法の 1/10とすることに成功した。この分析法を酵素分解による 20-merのオリゴヌクレオチドの定
量へ応用し、従来法の 1/20-1/1000の試料量(14.5 ng)で、かつ同程度の不確かさでオリゴヌクレオチドを定
量することが可能にした。 
次に、酵素分解による dNMPs 分析では難しい長鎖 DNA の精確な定量分析法について検討を行った。前
処理法として、ギ酸を用いた酸分解を選択し、理論上どのような DNAも完全分解が可能となった。DNAを
酸分解すると核酸塩基が生じるため、核酸塩基を測定対象として、安定同位体質量分析法(IDMS)を適用し、
長鎖 DNAの精確な定量法の確立を行った。定量試料は 10 ng/µLのλファージ由来の DNA水溶液とし、前
処理条件の最適化を行った結果、150℃、8 hの分解でλファージ由来 DNAは完全分解され、各核酸塩基か
ら求めた定量値が不確かさの範囲内で一致した。定量結果の妥当性評価として ICP-MSによる全リン測定の
定量法を用いた結果と比較し、両手法から求めた定量値は不確かさの範囲内で一致したことから、本方法は
SIトレーサブルかつ精確な定量法であると結論付けられた。 
さらに、DNA を分解せずに精確に測定可能な分析法の検討を行った。HPLC と陰イオン交換カラムを用
いて 600-bpの DNA認証標準物質を含む 26-bp ～23130-bpの DNA断片を含む混合試料を分離し、高精度
に測定するための最適条件を決定した。その結果、各 DNAのピークを 2%以下の再現性で測定可能であり、
DNA認証標準物質を利用した妥当性評価から、従来法の 1/20-1/30の検出下限および、良好な回収率(99.1%
±3.6%)を得ることができた。この手法を DNAの分解率評価へ応用したところ、DNAの分解率を経時的か
つ定量的(ばらつき：約 1%)に評価可能であった。クロマトグラム上で分解物のピークも検出可能であり、こ
の手法が DNAの分解率評価に有用であることが示された。 
本論文の研究から、DNA の精確な定量法とされる分解過程を含んだ低分子による定量について、測定対
象となる dNMPs の高感度かつ高精度な分析法の確立や酸分解による核酸塩基測定を通した精確な長鎖
DNA定量法の確立することができた。第三章では、DNAを分解することなく精確に分析する手法を確立し、
DNA の分解率評価に応用することが可能であることを示した。確立した各手法を複合的に組み合わせて用
いることで精確かつ SIトレーサブルな DNA定量が可能であると結論付けられた。 
 
 
 
 
 
               審   査   の   要   旨 
 
本論文では、精確かつ SIトレーサブルな DNA定量を行うには、定性・定量の両面から精確な評価が必要
とされるため、複数の手法を組み合わせることが必要であることが明らかとなった。複数の手法を組み合わ
せて定量された DNA は定性面および定量面からも信頼性が高いと結論できる。従って、本研究で開発した
DNA定量法を用いた DNA認証標準物質を開発することで、信頼性の高い DNA試料を提供することが可能
となる。DNA 認証標準物質を生命産業領域での様々な測定の際に測定法の妥当性評価や装置の校正に使用
することで、普遍的な DNA 定量が可能となり、DNA 測定の信頼性が向上することが考えられる。今後は、
このような DNA 試料すなわち DNA 認証標準物質の開発を加速させ、生命産業領域の信頼性確保に貢献し
ていると判断された。 
平成 29年 1月 25日、学位論文審査会において、審査委員全員出席のもとに論文の審査及び最終試験を行
い、本論文について著者に説明を求め、関連事項について質疑応答を行った。その結果、審査委員全員によ
って合格と判定された。 
よって、著者は博士（生物工学）の学位を受けるのに十分な資格を有するものとして認める。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
